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Resumo–Polihidroxialcanoatos (PHAs) são poliésteres armazenados por diversas bactérias e são totalmente 
biodegradáveis, biocompatíveis e podem ser produzidos a partir de fontes renováveis. O poli(3-hidroxibutirato), 
P(3HB), é o polímero mais estudado pertencente à família dos PHAs por possuir propriedades que o tornam 
competitivo com o polipropileno. Este trabalho investigou o acúmulo de P(3HB) pela cepa Pseudomonas sp. CMM43 
na fase de inóculo utilizando diferentes combinaçãoes de temperatura e agitação. A cepa acumulou P(3HB) em 24 h de 
inóculo em todas as combinações avaliadas, sendo a maior quantidade de P(3HB), 4 g.L
-1
, alcançada na combinação 
28°C e 250 rpm. As análises de GPC e DSC mostraram que o polímero apresentou baixa massa molar e baixa 
temperatura de fusão, não sofrendo influência das combinações testadas. 
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Introdução 
 
Polihidroxialcanoatos (PHAs) são poliésteres armazenados por diversas bactérias, com a finalidade de reserva de 
carbono e energia para a célula, podendo atingir níveis de até 90 % da massa celular seca [1]. O grande atrativo desses 
biomateriais é que eles são totalmente biodegradáveis, biocompatíveis e podem ser produzidos a partir de fontes 
renováveis [2]. O poli(3-hidroxibutirato), P(3HB), é um dos PHAs mais importante e amplamente estudado [3] pois 
apresenta propriedades que o tornam altamente competitivo com o polipropileno (PP) [4], que é o termoplástico com a 
maior taxa de crescimento anual no mundo, devido às suas excepcionais propriedades e versatilidade de aplicação e uso 
[5]. Os bioprocessos para obtenção de PHAs ainda têm um alto custo comparado com a produção de plásticos 
convencionais, sendo o tipo de substrato utilizado, a etapa de extração [6], o rendimento do polímero e o elevado tempo 
de cultivo os fatores determinantes [7]. Na tentativa de diminuir o custo total do processo novos microrganismos e 
novas fontes de carbono têm sido testados para síntese de polímeros [8], assim como novas metodologias de extração 
são desenvolvidas [9,10]. O trabalho teve como objetivo avaliar o acúmulo de P(3HB) na fase de inóculo da 
Pseudomonas sp. CMM43 e caracterizar o biopolímero quanto à massa molar e às propriedades térmicas. 
 
Parte Experimental 
 
Microrganismo: Pseudomonas sp. CMM43, P(3HB) positiva [11], preservada na Coleção de Microrganismos 
Multifuncionais de Clima Temperado (CMMCT). 
Preparo do inóculo: O inóculo foi preparado a partir de uma suspensão bacteriana (pré-inóculo), proveniente de placas 
com o meio YM [12] sólido utilizando sacarose como fonte de carbono. Essa suspensão foi transferida para 
Erlenmeyers de 500 mL contendo 250 mL de caldo YM, que foi incubado em incubador agitador orbital por 24 h. 
Foram avaliadas as seguintes combinações de temperatura e agitação: (A) 28 °C e 250 rpm, (B) 28 °C e 150 rpm, (C) 
30 °C e 250 rpm e (D) 32 °C e 250 rpm. 
Determinação de massa celular seca (MCS): gravimetria - centrifugação de 30 mL de caldo cultivado, em triplicata, a 
18550 g por 20 min, a 4 °C e uma lavagem com solução salina 0,85 %. O precipitado foi colocado em estufa a 54 ºC 
por 24 h. Após esse tempo as amostras permaneceram 30 min em dessecador, para posterior pesagem.  
Quantificação do P(3HB): as amostras de MCS (0,02 g) foram submetidas à metanólise [13, 14] e após analisadas por 
cromatografia gasosa. Foi utilizado detector de ionização em chama (FID), o gás de arraste foi o hidrogênio (30 
mL.min
-1
) e a rampa de temperatura utilizada foi 60 °C por 1 min, com aumento de 11 °C.min
-1
 até atingir a 
temperatura de 200 °C, que foi mantida por 4 min. O volume injetado foi de 1 μL, manualmente.  
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Extração do polímero: em tubo fechado, a partir de MCS, utilizandoclorofórmio (10 mL.g
-1
),  aquecimento a 58 - 59 ºC 
com agitação magnética por 2 h; ao final do processo foi realizada filtração e evaporação lenta do solvente em placas de 
petri tampadas. 
Determinação da distribuição de massa molar do polímero por Cromatografia de Permeação em Gel (GPC): as 
amostras foram solubilizadas em 2 mL de clorofórmio e filtradas antes da injeção. O solvente utilizado foi THF em uma 
vazão de 1 mL.min
-1
. 
Análise térmica – Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC): Foi utilizada uma atmosfera de nitrogênio a uma taxa 
de 20 mL.min
-1
. As amostras foram submetidas às seguintes condições de teste: isotérmica de 20 °C durante 1 min, 
primeiro ciclo de aquecimento de 20 a 200 °C a uma taxa de 10 °C.min
-1
, isotérmica 200 °C durante 5 min; ciclo de 
arrefecimento de 200 a 20 °C a uma taxa de 10 °C.min
-1
; isotérmica de 20 °C durante 5 min, segundo ciclo de 
aquecimento de 20 a 200 °C a uma taxa de 10 °C.min
-1
. Para avaliar o efeito da história térmica na obtenção da amostra 
foram observados valores de temperatura de fusão (Tm) do primeiro ciclo de aquecimento. No entanto, a fim de 
eliminar a história térmica do material, a Tm foi recolhida do segundo ciclo de aquecimento. O grau de cristalinidade 
(Xc) foi determinado a partir da entalpia de fusão da amostra (ΔHm) e a entalpia de fusão do P(3HB)  puro cristalino (Δ 
0mH = 146 J / g) [15, 16]. 
 
Resultados e Discussão 
 
 Os resultados de P(3HB),  acumulado em 24 h e da MCS estão expressos na Fig.1 e são provenientes das 4 condições 
de cultivo testadas para o preparo do inóculo, alterando as variáveis temperatura, agitação e aeração. A cepa CMM43 de 
Pseudomonas sp. foi capaz de acumular P(3HB) a partir de sacarose como fonte de carbono, fato incomum para o 
gênero. Significativamente, os níveis de P(3HB) na célula em 24 h de cultivo chegaram a 50 %, sendo que essa 
quantidade de polímero, geralmente, só é alcançada com um maior tempo de cultivo, de 48 a 96 h [17, 18, 19]. O maior 
percentual de acúmulo (50 %) foi conseguido no cultivo nas condições de 32°C e 250 rpm, entretanto os maiores 
valores de MCS, de 10,4 g.L
-1
 e de P(3HB), de 4 g/L
-1 
foram alcançados utilizando a temperatura de 28 °C e a agitação 
250 rpm.  
 
 
Figura 1. Produção de massa celular seca (MSC) e poli(3-hidroxibutirato) na fase de inóculo 
utilizando diferentes combinações de temperatura e agitação em 24 h. 
 
A Tabela 1 mostra os valores obtidos na análise de GPC, caracterizando a massa molar e na análise de DSC, indicando 
as propriedades térmicas do P(3HB) produzido.  
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Tabela 1. Massa molar e propriedades térmicas do P(3HB). 
Amostra Mw (Da) 
Mn 
(Da) 
Mw/Mn Tm 1 (°C) Tm 2 (°C) Xc (%) 
P(3HB) padrão 
 (Sigma Aldrich®) 
2,5.10
5
 1,1.10
5
 2,2 167,2 146,9 40 
A 4,6.10
4
 1,3.10
4
 3,6 156,5 143,8 38 
B 4,7.10
4
 1,3.10
4
 3,6 158,1 140,6 30 
C 4,7.10
4
 1,3.10
4
 3,5 158,0 148,3 45 
D 3,8.10
4
 1,2.10
4
 3,0 156,4 150,6 42 
(A) 28°C e 250 rpm, (B) 28°C e 150 rpm, (C) 30°C e 250 rpm e (D) 32°C e 250 rpm. 
 
Os valores encontrados de Mw e Mn para as amostras são baixos, comparados aos relatados na literatura pertinente, 
podendo estar relacionados aos substratos e condições  de cultivo empregadas, que podem afetar a massa molar do 
P(3HB) [20], e aos métodos de extração, que causam graves danos aos grânulos, levando a perda de massa molar do 
polímero [21, 22]. Os valores de polidispersão (Mw/Mn) demonstram que os polímeros obtidos apresentam moléculas 
de tamanhos variados. A massa molar elevada resulta em um P(3HB) com uma aplicação industrial menos limitada, 
porém, algumas aplicações específicas nas área médicas e farmacêuticas, como para preparação de  materiais de sutura, 
prótese ósseas e sistemas de liberação controlada de fármacos  e copolímeros em bloco, necessitam de um PHB com 
baixa massa molar [23]. 
A temperatura de fusão das diferentes amostras de P(3HB) obtidas e do P(3HB) padrão (Sigma Aldrich®) são inferiores 
aos valores encontrados na literatura, tais como 177,3 °C [24], 177,2 °C [25] e 172 ºC para o P(3HB) padrão, não sendo 
informado se esta Tm se deve ao 1º ou 2º ciclo de análise [26]. Esses valores podem estar relacionados com 
contaminantes externos, como biomassa residual e elementos inorgânicos do processo de fermentação, que podem 
afetar as propriedades térmicas do P(3HB) [27] ou com técnica de extração utilizada. O P(3HB) extraído de Bacillus 
cereus apresentou uma Tm de 160,83 °C usando clorofórmio para extração [28]. Porém, esses valores de Tm estão de 
acordo com os obtidos pela mesma cepa Pseudomonas sp. CMM43, Tm (1) 164 °C e Tm (2) 155 °C utilizando outro 
meio de cultivo, mas com a mesma fonte de carbono [11].  
O Xc obtido pelo P(3HB) produzido e o do P(3HB) padrão (Sigma Aldrich®) foram inferiores ao da faixa usual de 
valores de cristalinidade. Para o P(3HB) da Copersucar/Brasil, produzido por fermentação do caldo de cana usando 
Alcaligens euthrophus foi verificado um  Xc de 60% [29]. Os graus de cristalinidade obtidos nas amostras foram mais 
próximos aos encontrados no P(3HB) sintetizado por Bacillus megaterium cepa OU303A, que variaram entre 42 e 50 
%, de acordo com o substrato utilizado[30]. Esses resultados são desejáveis porque altos níveis de cristalinidade tornam 
o polímero rígido e quebradiço, resultando em propriedades mecânicas muito pobres [31]. 
 
Conclusão 
 
A Pseudomonas sp. CMM43 acumula P(3HB) em curto período de cultivo, iniciando este acúmulo na fase de inóculo, 
onde a melhor combinação testada foi a de 28°C e 250 rpm. O biopolímero produzido, independente da agitação e 
temperatura utilizadas, apresenta baixa massa molar e baixa temperatura de fusão, parâmetros apropriados para várias 
aplicações nas áreas médicas e farmacêuticas preparação de determinados enxertos e copolímeros em bloco. 
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